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Cultura, Crescimento e Identificação de
Bactérias do Gênero Staphylococcus aureus
em Leite de Cabra
Introdução
O leite de cabra é um alimento que fornece importantes nutrientes para a alimentação
humana. Quando produzido sem os cuidados necessários pode ser capaz de permitir o
desenvolvimento de interferentes indesejáveis, como microrganismos patogênicos.
Tais problemas causam grandes prejuízos aos produtores (bactérias causadoras da
mastite causam diminuição na produção de leite), a indústria (diminuição do rendimento
e sabor desagradável nos produtos) e aos consumidores (doenças transmitidas por
alimentos – DTAs).
A qualidade do produto inicia-se na produção primária e depende da adoção de Boas
Práticas Agropecuárias (BPA) em todas as etapas de produção. Tais medidas visam
garantir a higiene, a segurança e a qualidade do produto, além de incluir cuidados com
a saúde dos trabalhadores envolvidos na produção. O estado sanitário do rebanho, a
higiene do ordenhador e as condições das instalações e dos equipamentos são alguns
dos fatores que afetam a qualidade higiênico-sanitária do leite, permitindo a presença
ou não de microrganismos no produto final.
Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus é um microrganismo classificado como coco Gram positivo,
ananeróbico facultativo; é uma bactéria não móvel e também catalase e coagulase
positiva. As células são esféricas e aparecem sozinhas ou pareadas, ou apresentam
formações semelhantes a cachos de uva. A parede celular é resistente a lisozima é
sensível a lisoestafina, a qual especificamente lisa as pontes de pentaglicina de
Staphylococcus spp. Algumas cepas de S. aureus estão aptas à produzir
enterotoxinas estafilocócicas (SEs), agentes responsáveis por intoxicações alimentares
estafilocócicas. S. aureus não formam esporos. Desta forma a contaminação pode
ser prontamente evitada pelo tratamento através do calor. Contudo, este passo
permanece como sendo a maior causa de DTA, pois pode acarretar na contaminação
de produtos alimentares durante o preparo e o processamento. Staphylococcus
aureus é encontrado nas narinas, na pele e pêlos de animais de sangue quente. Mais
de 30-50% da população humana é portadora natural desssa bacteria.
Staphylococcus aureus é capaz de se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura
(7 a 48,5ºC com uma temperatura ótima de 30 a 37ºC; SCHIMITT et al., 1990), pH
(4,2 até 9,3 com ótimo entre 7 a 7,5; BERGDOLL, 1989) e em altas concentrações
de cloreto de sódio (acima de 15% de NaCl). Estas características permitem ao
S. aureus crescer em uma grande variedade de alimentos e somadas ao seu habitat,
podem facilmente explicar sua incidência em alimentos que requerem manipulação
durante o processamento, incluindo produtos alimentícios fermentados, tais como
queijos. A avaliação do risco em alimentos baseia-se na clássica detecção e
quantificação microbiana de estafilococos coagulase positivos em meio seletivo Baird-
Parker, o qual possui composição padronizada. A sensitividade destes métodos de
rotina gira em torno de 102 UFC/mL para alimentos sólidos e 10 UFC/mL para os
líquidos (LE LOIR et al., 2003). Os diferentes meios utilizados para a detecção e
quantificação de S. aureus têm sido revisados por Baird & Lee (1995). Em muitos
países, baixos níveis de contaminação por S. aureus são tolerados em vários alimentos
(acima de 103 UFC/mL em queijos feitos a partir de leite cru, por exemplo, na França),
sendo que estes, não são considerados como risco para saúde pública.
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Coleta do Leite
As amostras de leite devem ser coletadas em recipi-
entes apropriados, limpos e esterilizados, conforme o
tipo de exame a ser realizado e devem ser enviadas ao
laboratório em isopor contendo gelo, com temperatura
em torno de 4°C. As amostras de leite devem ser
representativas do volume total de leite que se
pretende avaliar, por exemplo, para a coleta de leite
em animais individualmente deve-se obter uma amostra
de 50 mL dos dois meios mamários.
Acondicionamento e Armazenagem
das Amostras de Leite no Laboratório
Ao chegar ao laboratório as amostras devem ser
transferidas para freezer no intuito de manter a
temperatura entre 2 e 4°C.
Material Requerido Para Análise
Preparacão das Amostras e Diluições
Seriadas
•Diluente- água peptonada
•Tubos de diluição com 9 (nove) mL de água
peptonada
•Pipetas automáticas de 1 (um) mL
Contagem Direta em Placas
•Placas com Ágar Baird-Parker (BP)
•Estufa incubadora regulada a 35-37°C com termô-
metro calibrado
Confirmação
•Tubos com Caldo Infusão Cérebro Coração (BHI)
•Reagentes para coloração de Gram
•Óleo mineral estéril
•Coagulase Plasma-EDTA
•Peróxido de Hidrogênio 3%
•Solução Salina 0,85%
•Estufa incubadora regulada a 35-37°C com termô-
metro calibrado.
•Placas ou lâminas com Ágar Azul de Toluidina DNA.
•Ágar Dnase Teste Base sem DNA
•DNA
•Azul de bromotimol
•Manitol
Procedimentos de Laboratório
Preparação das Amostras e Diluições
Seriadas
A preparação das amostras para análise envolve a
retirada de uma unidade analítica que seja representa-
tiva do conteúdo da amostra de leite e a preparação
das diluições decimais seriadas. Utilizar água
peptonada que é um diluente para homogeneização e
diluição de amostras para análise e transferir 9 (nove)
mL  para cada tubo.
No caso de alimentos líquidos (leite) transferir
assepticamente a unidade analítica (1 mL) diretamente
para os tubos contendo 9 (nove) mL de diluente (Água
Peptonada). Antes de retirar o volume a ser transferido,
agitar vigorosamente o tubo manualmente ou com
auxilio de um agitador tipo “vortex”. Para obter
diluições subsequentes proceder transferindo 1 (um)
mL da diluição anterior para 9 (nove) mL de diluente.
Contagem Direta em Placas
Preparacão das Placas
Para o plaqueamento em superfície as placas devem
ser previamente preparadas, com 15 a 20 mL do meio
de acordo com o grupo de microorganismos que se
objetiva contar. No caso do Staphylococcus aureus o
meio mais amplamente utilizado é o Ágar Baird-Parker
(BP), no entanto este não é capaz de suprimir comple-
tamente o crescimento de competidores do S. aureus,
outras espécies não patogênicas do gênero
Staphylococcus podem crescer, produzindo colônias
semelhantes, havendo a necessidade de submeter às
colônias típicas ao teste de coagulase para confirmação.
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Inoculação
Selecionar três diluições adequadas da amostra.
Inocular 0,1 mL de cada diluição na superfície de
placas com Ágar Baird-Parker (BP), previamente
preparadas e secas. Espalhar o inóculo com alça de
Drigalski, das placas de maior diluição para as de
menor diluição, até que todo o excesso de líquido seja
absorvido.
Incubacão
Aguardar que as placas sequem completamente e
incubar invertidas a 35°C por 48 horas.
Contagem das Colônias Presuntivas
Selecionar para a contagem as placas com 20 a 200
colônias. Contar apenas as colônias típicas de S.
aureus que são circulares pretas ou cinza escura, com
2-3 cm de diâmetro, lisas, convexas, com bordas
perfeitas, com massa de células esbranquiçada nas
bordas, rodeadas por uma zona opaca e ou um halo
transparente se estendendo para além da zona opaca
(Fig. 1). Eventualmente, colônias atípicas podem se
apresentar cinzentas, sem um ou ambos os halos
típicos. Se a placa apresentar colônias suspeitas de
mais de um tipo, contar separadamente e anotar o
resultado.
Confirmação das Colônias Típicas
Selecionar no mínimo cinco colônias típicas para o
teste de coagulase, havendo menos de cinco, tomar
todas. Se a placa apresentar colônias suspeitas,
típicas e atípicas, selecionar pelo menos cinco de cada
tipo, ou um número proporcional a distribuição dos
diferentes tipos na placa. Transferir cada colônia para
tubos de Caldo Infusão Cérebro Coração (BHI).
Fig. 1.  Placa de Petri com colônias típicas de S. aureus.
Coloracão de Gram
Emulsionar uma alçada de uma colônia típica de S.
aureus em uma gota de solução salina numa lâmina de
vidro, em seguida secar a lâmina usando a chama de
um bico de bunsen.
Procedimento de coloração
1. Cobrir a lâmina com Cristal Violeta e deixar agir por
1 minuto.
2. Sem lavar a lâmina, adicionar Lugol, deixando agir
por 1 minuto.
3. Ainda sem lavar proceder à descoloração com
álcool acetona por no máximo 5 segundos, até que a
coloração violeta não se desprenda mais da lâmina.
4. Enxaguar imediatamente com água destilada.
5. Adicionar Fucsina e deixar agir por 20 segundos.
6. Enxaguar em água destilada.
7. Deixar secar e observar em objetiva de imersão
(100x).
A coloração de Gram é uma técnica que cora os
microrganismos com base na integridade e na compo-
sição química da parede celular.  De acordo com a cor
adquirida, roxo ou rosa, as bactérias são consideradas
Gram positivas ou Gram negativas, respectivamente.
Staphylococcus aureus são tipicamente Gram positivas
(Fig. 2).
Fig. 2. Colônias de S. aureus Gram positivas.
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Catalase
Emulsionar uma alçada de uma colônia típica de
S.aureus em uma gota de água oxigenada (peróxido de
hidrogênio) em uma lâmina de vidro (Fig. 3). Observar
a ocorrência de borbulhamento imediato (teste positivo)
ou não (teste negativo). As cepas de S. aureus são
catalase positivas.
Coagulase
Transferir 3 mL de cada cultura obtida em BHI, para um
tubo estéril em seguida adicionar 3 mL de Coagulase
plasma-EDTA (plasma de coelho com EDTA). Misturar
com movimentos de rotação, sem agitar os tubos para
não interferir na coagulação. Incubar a 35-37°C e
observar ao final de seis horas se há formação de
coágulo firme que não se rompe quando o tubo é virado
para baixo (Fig. 4). Quando ocorre a coagulação,
considera-se teste de coagulase positivo.
Termonuclease
A partir do caldo BHI, transferir uma porção da cultura
para um tubo estéril e ferver em banho-maria por 15
minutos. Inocular a cultura fervida e resfriada nos
orifícios previamente preparados em lâminas de Agar
Azul de Toluidina DNA. Usar uma das perfurações
para uma cepa padrão termonuclease positiva e a
outra para uma cepa padrão termonuclease negativa.
Fig. 3. Teste de Catalase.
Fig. 4. Teste de Coagulase: após a formação de coágulo.
Colocar as lâminas dentro de placas de Petri recobertas
com papel filtro umidificado e selar as placas com fita
crepe. Incubar a 35-37°C – 4h ou 50°C – 2h e observar
após a incubação se há formação de um halo róseo (Fig.
5). Se o halo estender-se por cerca de 1 mm ao redor
das perfurações inoculadas, considera-se teste positivo,
na ausência do halo indica teste negativo.
DNAse
O Ágar Dnase Teste Base sem DNA é usado pela
detecção da atividade da desoxirribonuclease de
bactérias e fungos e particularmente da identificação
de Staphylococcus patogênicos.
Dissolver 40 gramas em 1000 mL de água destilada
em seguida adicionar 2 gramas de DNA, 0.025
gramas de azul de bromotimol e 10 gramas de manitol.
Ferver para dissolver o meio completamente. Esterilizar
autoclavando entre 12 e 15lbs de pressão entre 118 e
121ºC por 15 minutos. Resfriar até 45°C e despejar
em placas de Petri estéreis.
Avaliação de Resultados (Fig. 6):
Características da cultura depois de 18-24 horas a
35-37ºC.
Fig. 5. Teste de Termonuclease: Formação de halo róseo ao
redor do inoculo.
Fig. 6. Atividade da DNAse positiva.
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